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　　　　　　　　　　　　　　　　　（C上げ＝Pノ頭．5．研孤ατuα）
　　　Substances　inactivating　the　infectivity　Qr　the．　hemagglutinating　activity　Qf　influenza　virus　are　known
to　be　presen亡魚norma王sera　of　var量。．us　anilnal　species　and　are　called　serum　inhlbitors．　The　presen亡
study　was　made　to　explore　the　possibility　of　the　use　of　serum　inhibitors　for　the　analysis　of　the　antigenic
structure　of　in且uenza　virus　and　to　elucida．te　their　role　in　the　antigenic　vari．ation　of　the　virus．　Many
equine　and　bovine　sera　were　screened　with　a　plaque　assay　using　MDCK　cells　for　their　inactivating
activities　against　AIAichi／2／68（H3N2），　and　eight　sera　were　selected　for　characterization．　The　physico－
chemical　properties　Qf　inhibitors　contained　in　these　sera　were　compared　with　those　of　hitherto　knowロ
alpha，　beta，　and　gamtna　inhibitors　and　their　speci丘city　was　examined　using　inhibitor　resistant　Aichi
strains　in　neutralization（N．　T．＞and　hemagglutination　inhibition（H．1．）reactions，　Serum　inhibitors　from
other　animal　speci．es　and　rabbit　antisera　agains．t　A／Aichi／2／68（H3N2）were．　also　ex．amined　for　their
speci丘city　in　the　N　T．　reaction．　The　following　results　were　obtained．
　　　1）The　physico－chemical　properties　of　equine　and　bovine　serum　inhibitors　again．st　AIAichi／2／68（H3N2）
were　substantially　similar　to．the　previously　described　characteristic30f　gamma　and　beta　inhibitors，
respectively．
　　　2）　Inhibitor－resistant　Aichi　straihs　were　obtained　by　the　passage．of　a　plaque－puri丘ed　original　Aichi
strain　in　the　presence．　of　partially　puri丘ed　serum　inhibitors，　Results　from　cross　N．　T．　and　H．1．　tests
using　the　inhibitor－resistant　strains　and　corresponding　inhibitors　revealed　the　presence　in　equ．ine　sera　of
two　kinds　of　inhibitors　differing　in　speci丘city，　H－383　and　H－382　N　inhibitors，　the　latter　of　which　was
found　to　be　similar　in　its　speci丘city　to　the　hovine　serum　inhibitor　B－N　149．
　　　3）In　the　speci丘city　of　N．　T．　reactions，　the　inhibitor　in　guinea－pig　sera　was　shown　to　be　similar　to
H－383inhibitor，　and　that　of血ouse　sera　to　B－N149　inhibitor．　F．urthermore，　by　using　the　inhibitor－resistant
strain　d．oubly　resistant　to　H－383　and　B－N！49　inhibitors，　a　new　inhibitor（s）diflering　in　specificity　from
the　above　two　was　demon．strated　in　rabbit．and　human　sera．
　　　4）A．ntisera　agains．t　the　original　Aichi　strain　neutralized　the　B－N　149　inhibitor－resi＝stant　Aichi　strain，
Aichi－BN　149，　less　stron＝gly　than　the　original　strain．　Absorption　experiments　in　which　the　antiserum
against　the　original　strain　was　absorbed　with　the　mutant　strain，　Aichi－BN　149，　indicated　that　an　antibody
similar　i且specificity　to　B－149　inhibitQr　was　contained　in　the　antisefum　against　the　original　strain．　These
results　indicate　a　close　relationship　between　B－N　149　inhibitor　and　antibody　components　with　a　certain
specificity．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　January．16，1980　and．accepted　February　4，1980）
　　　　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　言
　種々の正常動物血清中にはA型およびB型インフルエ
ンザウイルスの赤血球凝集（Helnag91utination：HA）反
応を抑制（Hemagglutination　inhibitio．n：HI）する非特
異的赤血球凝集抑制物質（以下HAインヒビターと略）の
存在が知られている1心5）．インヒビターは一応，免疫グロ
ブリン以外の血清蛋白質であると考えられ．ており，現在ま
でにα，βおよびγ型の3種のインヒビターが報告されて
いる6・．7 ．これらのインヒビターは種々の物理化学的処理
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に対する安定性においてその性状を異にし，さらに，βお
よびγインヒビターはHI活性に加えて中和活性をも有す
る．また，3種のインヒビターはA型ウイルスの3つの亜
型，AO型（HON1），　A1型（HIN1＞，　A2型（H2N2），および
B型ウィルスに対する反応性において異り，αインヒビタ
ーはいずれとも反応するのに対し，βインヒビターはAO
型およびA1型と反応し，アインヒビターはA2型ウイル
スと反応することが知られている6・7）・
　一方，A2型ウイルス（野外分離株）をインヒビターの存
在下で継代することにより，中和反応およびHI反応にお
いてインヒビターとの反応性を消失したウイルス株すなわ
ちインヒビター抵抗株が選択されてくるが8四12），このイン
ヒビター抵抗株が感受性株に比べ抗体に比較的非感受性で
あるとの報告8），さらに交差CF試験10）および交差吸収試
験11四13）によりインヒビター感受性の異るこれらの両町は
その抗原性においても相違するとの報告などインヒビター
と抗体の間の関係を示唆する成績も提出されている．
　インフルエンザウイルスインヒビターに関しては
Hirst1）以来数多くの研究がなされてきたがその多くはHI
反応の場で研究されており，中和反応を用いた研究（すな
わちウイルス中和能を有するインヒビターの研究）は甚だ
少い，さらに各種の動物血清中に存在するインヒビターの
HIあるいは中和反応における反応特異性の異同について
もほとんど研究されていない．著者は血清インヒビターが
HIおよび中和反応において抗体類似の活性を示すことか
ら，これを用いて香港型インフルエンザウイルス（H3N2）
の抗原解析を行うことを企て，その手始めとして各種動物
血清より反応特異性の異なる血清インヒビターの選出を試
みた．すなわち，インヒビター活性の測定法として，最近
Tobita部磁14）により開発されたMDCK細胞を用いる
plaque　assay法による中和試験法を利用し，従来より知
られている他のインヒビターの物理化学的性状と比較しつ
つ，ウマ，ウシ血清中の香港型インフルエンザウイルスに
対するインヒビターの性状を検討した．ついで，プラヅク
純化クローンウイルスより作成したインヒビター抵抗性変
異ウイルス株を用い，これらインヒビターの特異性を調べ
るとともに変異株による原株抗血清の吸収実験を行ない，
インヒビターと抗体の関連性について検討した．
2　材料と方法
2・1動物およびヒト血清
　インヒビター検索に用いた動物血清は正常ウマ，ウシ，
ブタ，ウサギ，モルモットおよびマウスから採取し，実験
に使用するまで一20。Cに凍結保存した，このうち，ウマ，
ウシ，およびブタ血清は各々1966～68年，1965～70年，
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1966年号北海道内各地で採取した血液より，また，その他
の動物血清は札幌医科大学実験動物室に飼育されていた実
験動物より，1977～78年に採取した血液より得た・
　以上の他にヒト血清として香港型インフルエンザウイル
ス出現前の1967年に中学校生徒より採取し，一20℃に保
存したものを使用した，
2・2　ウイルスおよび細胞培養
　用いたウイルスは次の通りである．
　　B／東京／7／66E．
　　AIFM／1／47（HIN1）E
　　A総立／2／57（H2N2）E．（以上のウィルスは国立予防
　　　衛生研究所より分与された．）
　　A／愛知／2／68（H3N2）EMDCKtlo（国立公衆衛生院
　　　より分与された．）
　ただし，Eは発育鶏卵ショウ潔癖での継代を示し，
MDCKtloはMDCK細胞により2μ9／mZのcrystaUized
trypsin（Merck）存在下で10代継代したことを示す・な
お，血清インヒビターの中和およびHI活性の測定には特
に断わらない限り上記A／愛知／2／68（H3N2）EMDcKtlo
株を発育鶏卵ショウ尿腔で3～4代継代したものを用いた．
2・3　Plaque　assav
　Tobita認磁14）の方法に準じ以下のように行った・直
径50mmのシャーレに単層培養されたMDCK細胞を
2回洗浄後，ウイルス液を0．2mZずつ接種，34。C　1時間吸
着の後，寒天重層液（6mZ＞を加える．寒天重層液は4倍
量のvi亡amins，2倍量の91ucose，2倍量のglutamine・
NaHCO3（2．2　mg／mZ）を含んだEagle’s　MEMにSigma
社製acetyl　trypsin（1μ9／m1），　DEAE－dextrane（100
μ9／mの，K・n・my・in（60μ9／mZ），　Fungi・・n・（30！・g／mの，
工onagar（0．6傷）を加えて調整した．寒天重層液が固まっ
た後，シャーレを反転し，34℃の炭酸ガスふ卵器（596CO2）
中でincubationを行った．3日後Eagle’s　MEMにNeu－
tral　red（0．01％），　acetyl　trypsin（1μg／m！），　Kanamycin
（60μ9／mの，Fungizone（30μ9／mZ），　Ionagar（o・6％）を加
えた第2次寒天：重層液（3mZ）を加え，さらに340C　6～8
時間のincubationの後，ブラック数を数えた・なお・ウ
イルス接種前および接種後の細胞の洗浄（本文参照）には
Dulbecco’s　phosphate　buffered　saline（Dulbecco’s　PBS
pH　7．4）とEagle’s　MEMの等量混合液にKanamycin
（60μg／mZ）を加えたものを使用した．
　また，血清中のインヒビターのスクリーニングにはwe11
の直径12mm，24　wellsのsemi－microPlate（LinbrQ
Cheln．　Co，　Inのを用い15），ウイルス吸着後，各wellに
1m♂の寒天重層液を加え，上述のごとくincubationの
後，さらに0．5mZの第2次寒天重層液を加え，ブラック
数を数えた・
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2・4　中和試験
　100plaque　forming　units（PFU）のウイルス液0．1m♂
と等量の2倍階段希釈血清（または血清分画）を混和し，
37。C　1時間中和後，上述のごとくplaque　assayを行なっ
た．実験は各測定試料当り2枚の細胞培養シャーレを用い
て行ない，ウイルス中和価は被検混和液のブラック数がウ
イルス対照液のブラック数の50傷あるいはそれ以下を示
す最大血清（または血清分画）希釈倍数（50％ブラック減
少価）をもって表わした．
　血清インヒビターのスクリーこソグはsemi－microplate
15）を用いて行なったが，この場合は50PFUのウイルス
液0．025m♂と等量の10倍希釈被検血清を混和し37℃1時
間中和後，各試料を各々2個のwellに接種した．血清の
ブラック阻止能は次式を用いて計算しだ
　ブラック阻止能＝［（ウイルス対照のブラック数）一（被検
混和液のブラック数）］÷（ウイルス対照のブラック数）×100
2・5HI試験
　常法16）に従い以下のごとく行なった．被検血清（または
血清分画）を0．85％NaClを含む10　mM　phosphate　bu狂er
（PBS　pH　7．2）で2倍階段希釈し，各希釈0．025　m♂に4HA
単位のウイルス抗原を等量加え，室温で30分静置後0．5傷
ニワトリ赤血球を0．05m♂加えてよく混和後室温に静置し
た．60分後判定し，1血球凝集を抑制している検体の最：高
希釈倍数をそのHI価とした．
2・6血清インヒビターのNalO4，加熱，　neuraminidase
　　およびtrypsin処理
　2・6・1NalO4処理
　常法17）に従い以下のように行なった．血清1容に等量
のNalO4を加え室温1時間処理後20％91ucose　1容を加
え4℃で0，85％NaClに対し透析後，活性の測定を行なっ
た，また血清にNa工04に代えてPBSを加えた後，同様
に処理したものをcontrolとした，
　2・6・2加熱処理
　血清をPBSで4倍に希釈後56QC　30分または65。C　30
分加熱し，ただちに冷却し活性の測定を行なった．
　2・6・3Neuraminidase処理
　血清1容に等量のneuraminidase（Test　Neuramini－
dase，　Behringwerke　AG　l　U／mZ）を加え，37。C一夜放
置後56。C　30分加熱して酵素活性を破壊した後，活性の
測定を行なった・また血清にneuraminidaseに代えて
sodium　acetate　buffer（50　mM，　pH　5．5）を加え，以後同
様に処理したものをcontro1とした．
　2・6・4Trypsin処理
　常法17）に従って，以下のように行なった．すなわち，血
清1容に等量の0．5傷trypsin（1＝250　Difco）を加え，次
に560C　30分加熱してtrypsinを不活化した．また血清に
trypsinに代えて等量のPBSを加えて後，同様に処理し
たものをcontrolとした．
2・7ゲル濾過
　喜田ら18）に従って次のように行った．Sepl〕adex　G－200
を1．5×85cmのカラムに充填し，これに1～2　m♂の血清
を重層した．ついでPBSにより5m〃hrの流速で溶出を
行い，1mJずつ分画採取した．各分画について280　nmの
紫外部吸収とHI活性および中和活性の測定を行なった・
2・8　薦糖密度勾配遠心19）
　血清0．5m♂を8～40％の蘇面密度勾配（4．5　mZ）上にの
せ超遠心器（日立，55P）によりRPS　40　rotorを用い，
30000rpm　17時間遠心した．遠心後上層より025　mZずつ
分取し，出訴濃度，HI価および中和価を測定した．
2・9　免疫電気泳動
　血清およびその分画の免疫電気泳動はScheidegger20＞
のmicromethodに準じImmunoelectrophoresis　equi－
pment（工mmunophor，　LKB）を用いて行った．
2・10硫安塩析
　ウマ血清中のγインヒビターを解析したCohenε∫α♂．
の方法21）に準じて行なった，
2・11　イオン交換クロマトグラフィー
　Urasawa認畝22）の記載した方法によった．　Diethyユー
aminoethyl－celluloseをinitial　bu鉦er（10　mM　phosphate
buHer　pH　7．5）で24時間平衡化した後，2．5　x　2Q　cmのカ
ラムに充填し，これに同bu仔erに対して透析された硫安
塩析インヒビター分画を重層した．ついでinitial　buffer
および，これにNaC1を0．05，0．1，0．2，0．3　Mとstepwise
に加えたbu任erを用いて流速48　m♂／hrで順次溶出を行
なった．溶出液はfraction　collector（LK：B）を用いて
280n皿の吸光度をmonit・rしつつ，2m♂ずつ分取し，
HI活性および中和活性を測定した・
2・12　インヒビター抵抗株の作成
　インフルエンザウイルスのMDCK細胞によるplaque
形成は培養環境中のtrypsinの存在により増強されるこ
とが知られている23，24）．著者は抵抗株の作成に先立ち，培
養液にtrypsinを添加することなしにplaque　assayひ
いては血清の中和価測定を行なうことを目的として，A／愛
知／2／68（H3N2）E．　MDCKt1Q株から出発し，　trypsin非
存在下でlarge　plaqueを形成するmutantウイルスの
selectionを行なった・方法は以下のごとくである．
　MDCK細胞（trypsin非存在下）で2代継代
　　　　　　　　　↓
　1arge　plaque　mutantをplaque丘shing
　　　　　　　　　↓
　MDCK細胞（亡rypsin非存在下）で4代継代
　　　　　　　　　↓
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　3回連続Plaque丘shingし，　large　plaque　mutantを
　　cloning　　　　　↓
　MDCK細胞（trypsin非存在下）で3代継代
　以上のごとくMDCK細胞で合計13代継代したものを
最後に1μ9／mZのacetyl　trypsin存在下で1代増殖後，
インヒビター抵抗株作成の旧株（愛知一CK14）とした．
　原株（106PFU／0．1　mZ）に等量の血清インヒビター分画
を加え，37。C　1時間さらに4。C　18時間中和後MDCK細
胞に接種，trypsin非存在下でCPE出現まで340Cで培養
を続けた．CPE出現後，感染培養液を低速遠心し細胞残
清を除き，以後同様に血清インヒビター分画による中和と
MDCK細胞での増殖をくり返しだ感染培養液中のウィ
ルスが用いた血清インヒビター分画に抵抗性を獲得したこ
とを確認後，さらに3回plaque丘shingによりcloning
を行ない，この抵抗株cloneをMDCK細胞により1μ9／
m♂acetyl　trypsin存在下で2～3代増殖させた後実験に
供した．
2・13A／愛知／2／68（H3N2）株に対する抗血清の作成
　Hyperimmune　rabbit　serum　No．2（HIR－2）の作成は
以下のように行なった．A／愛知／2／68（H3N2）E．　MDCKt1。
株を発育鶏卵ショウ尿腔で1～2代継代後，ニワトリ赤血
球を用いる吸着溶出法で精製1のしたウイルス液（500～
1000HA単位／mz）5・n♂をウサギ腹腔中に1週間おきに
3回接種し，最後の接種から1週間後に採血して，抗血清
を得た17＞．インヒビターの除去は米国のCDC（Communi－
cable　disease　center）の方法17）に変更を加え，以下のよ
うに行なった・血清1容にPBS　3容を加え，これに2容
の0．1％acetyl　trypsin（Sigma）を加え56。C　30分加熱
する．加熱後Na工041容を終濃度0．02　Mになるように加
え，30分室温静置後40傷glucose　1容を加えて反応を止
め生食に透析した後，実験に供した．
　Early　immune　rabbit　serum　No．6，　No．8（EIR－6，
EIR－8）はインヒビター抵抗株作成に用いた旧株を発育鶏
卵ショウ尿腔で1代継代後，赤血球による吸着溶出と超遠
心（400009120分〉により精製したウイルス液（500～1000
HA単位／m♂）1m♂をウサギ耳静脈に！回接種して作成し
た．接種2日後から毎日試験採血を行ない，5～6日後，血
清HI価が上昇したことを確認して後，全採血を行なった．
Early　immune　seru皿のインヒビター除去はhyperim－
mune　serum同様に行なうと抗体活性が一部失活するた
めtrypsin処理を省き，　NaIO4日目のみを行なった．し
かし，NalO4処理に対する感受性も個体によって異り，免
疫前血清中に存在するインヒビター活性が，血清と等量の
0．02MNalO4を加えて室温で1時間反応させることによ
り消失するものから，0．05M処理でもなおかなりの活性が
残存するものまで様々であり，加えて，early　immune
serumの中和価も0．05　M処理では減少する傾向が認めら
れた．故にearly　immune　serumのNalO4処理に当っ
ては各血清ごとに免疫前血清のインヒビター活性がほぼ完
全に失活する濃度を決定し，この濃度のNalO4で免疫血
清のインヒビター除去を行なった．すなわちEIR－6には
0．02MNa104，　EIR－8には0．05　M　NalO4を用いて2・6・1
に述べたごとく血清の処理を行なった・
　以上の抗血清の2ME感受性25）を検討したところ，early
immune　serumは感受性，　hyperimlnune　serumは抵抗
性でそれぞれIgM，工gGが活性の主体と考えられた．
2・14　抗血清の吸収
　インフルエンザウイルスによるearly　immune　serum
およびhyperimmune　serumの吸収実験は以下のように
行なった．ウイルス感染MDCK細胞培養液をInsonator
（Kubota，　Model　200　M）を用いて160　watt　2分間超音波
処理後，低速遠心で細胞残渣を除き，40，0009120分遠心，
pelletのウイルスを当初の100分の1量に浮遊させ濃縮
ウイルス液（6400HA単位）を作成した．この適当量をイン
ヒビター除去後の抗血清と混和し（early　im・nune　serum
の場合：ウイルス0．3mZに処理血清0．31nZ，　hyerimInune
serumの場合：0．3　m♂に0．008　m♂），4。C　48時間の反応の
後，低速遠心を行ない，上清を10～40％の庶糖密度勾配
（45m♂）に重層し，　RPS　40　rotorを用いて35，000　rpm
3時間遠心した．上層より0．5m♂ずつ分取し，各分画中の
中和活性を測定した，
3成　　績
3・1香港型インフルエンザウイルスA／愛知2／68（H3N2）
　　株（以下，愛知株と略）に対するウマおよびウシ血清
　　インヒビターのスクリーニング
まず最初に，ウマ血清116例，ウシ血清87例について
semi－microplateを用いる中和試験法により愛知株を不活
化する血清をスクリーニングした．Table　1にその結果を
示す．血清の中和活性の強さを10倍希釈血清のブラック
阻止能（傷）を以て表現するとTableに示すごとくウマ，
ウシ血清の大部分は95％以上の高い中和活性を有してい
た．年齢の明らかなウマ血清について年齢と中和活性の関
係を検討したが（Table　1），両者の間に相関は認められな
かった．さらにこの方法で測定して100傷の阻止能を示し
血清のうち枝幸地方のウマ血清30例について50傷ブラ
ック減少価を測定した結果，Table　2に示すごとくその多
くが640～2560倍の高い中和活性を示したがTable　1同
様，年齢依存性は見られなかった．一方，ウシ血清につい
て同様に50傷ブラック減少価を測定すると広い範囲の希
釈にわたってvirus　controlのブラック数の40～60弩の
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Table　1πα（μ8加1Lゴう加刀αoあ。彦ツげ6〈1麗勿8αη4
ろ。窃η83θ7ηα9’αガπ∫’加L伽8鵤α切点3
Animal　sera
Plaque　inhibition　activity＊
≦75％　76－95％　＞95％　　Total
Equine　sera
　O－4＊＊
　5－9
　10＿
　Total
Bovine　sera
20
23
31
74
62
3
8
16
27
20
7
3
5
！5
5
30
34
52
116
87
＊　Plaque　inhibition　activity　is　expressed　by　the
　　following　formula；
　　　　V．C．一EXP．　　　　　　　　　　　×100　　　　　　V．C．
　　V．C，：average　plaque　count　ill　virus　controls．
　　EXP．：average　plaque　count　in　cultures　inocu－
　　　　　　lated　with　virus－serum血ixtures．
＊＊@age　of　animals（years），
Table　2yガ7噌麗∫一η8漉2掘詑∫η9≠漉ノ層の‘’θ9～4加θ5θ・㎜
α7z4α96（ゾ侃伽αz5
3・2愛知株に対するウマおよびウシ血清インヒビターの
　　　物理化学的性状と部分精製
　3・2・1NalO4，加熱，　neuraminidase，　trypsin処理
　　　　　のインヒビター活性に与える影響
　上述のスクリーニングにより得られたウマおよびウシ1血
清について，従来既に知られている3種のインヒビターの
弁別に用いられてきた各種の物理化学的処理を施し，血清
中の活性物質に与える影響を検討した．この際，従来の
HAインヒビターとの比較検討を行うために，中和活性
（50傷ブラック減少価）に加え，H工価の測定を行なった．
　スクリーニングで得られたウマおよびウシ血清8例につ
いてNa工04処理を行なった結果をTable　4に示した．
Table　4　aに見るごとく，血清中の中和活性はNa工04処
理に対して個体によりやや異る感受性を示した．ウシ血清
およびウマ血清の多く（H－T65など）．では0．02　M処理で
有意の活性低下た示したが，一部のウマ血清（H－383など）
Table　4　a　聯8σ（ゾぬZO4’ザ8α魏8η孟。η刀8吻・α畿勿g
　　　　　　α6∫加漉θ∫げゴ7z屠み露07ツ582切
50％　plaque　reduction　titer
509ち　plaque　reduction　titerAge ≦・6・・3Q64。。馨ll、。。＞256・T…1
Con．　　Concentration　of　NalO4
trolO．005MO．01MO．02MO．05MO．1M
　0－4
　5－9
10－
Tota1
1
0
1
2
7
4
6
17
4
4
2
10
1
0
0
1
13
8
9
30
Equine．sera
　H－383＊　　　　　　80　　　160
　H－T65＊＊　　160　　160
Bovine　sera
　B－N149＊＊＊1600　1600
〈10　く10　　＜10　〈10
1 　　　20　　　〈20　　く20
1600　　　400　　　200　　　80
Table　3　酩80彦け’t脇51z〃zg’乃θμ認85φ診8rαゐ。ノ診一
　　　　　∫’o躍｛ゾu加‘50η50％μα9麗r8ぬご彦ピ。ノ～
　　　　　痂召ノー（ゾ89寵7～8伽4ゐ。加肥567u
　　　　　　50％plaque　　　Reduction　ofWashing　　　　　　reduction　titer　　plaque　size
　＊　H－N27　showed　similar　characteristics．
＊＊@且一T7，　H－N11，　and　H－382　showed　similar
　　eharacteristics．
＊＊＊@B－N255　showed　similar　characteristics．
H－383
B－N149
十
十
128
128
400－1600
　　1600
十
Table　4　b　．陥86オ5¢プぬ／04〃8α孟チノzθη彦。ηん6ノπαg－
　　　　　　9♂班初α彦ガ。ηカz痂δ露ゴ。π（HJ，）α‘’初野65
　　　　　　げ切副う鉱07ツ5θ2η
H．1．titer
Con．　　Concentration　of　NalO4
trolO．005MO．01MO．02MO．05MO．1M
ブラックが出現し，endPQintの．決定に困難を伴なった．
しかし，Table　3に示したごとくウイルス吸着の後に細胞
を洗浄すると，このような現象はみられなくなり，endpoint
の決定が可能になったので以後，中和価の測定に際しては，
ウマ，ウシ血清ともにウイルス吸着の後2回細胞の洗浄を
行なうように改めた．
　以上のスクリーニングの結果にもとづき，中和活性が高
く，かつ量：の比較的多い血清を選び以下の実験に供した．
Equine　sera
　H－383＊
　H－T65＊＊
Bovine　sera
　B－N149＊＊＊
160　　　640　　　＜20　　＜20　　　＜20　　＜20
160　　　320　　　　640　　　　20　　　＜20　　＜20
160　　　160　　　160　　　80　　　＜20　　く20
　＊　H－N27　showed　similar　characteristics，
＊＊@H－T7，　H－N11，　and　H－382　showed　similar
　　characteristics．
＊＊＊@B－N255　showed　similar　ch盆racteristics，
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はNaIO4処理に対しより感受性で0．01　Mで既に活性が
消失した．以上の結果はH工反応を用いて行なった場合も
ほぼ同様であった（Table　4　b）．
　その他の処理の結果はTable　5に示されている．56℃
30分の加熱処理においてはウマ血清はいずれも中和活性
が増強したが，ウシ血清中の中和活性の値は不変であっ
た．HI活性はウマ，ウシ血清ともに有意の変化を示さな
かった．65℃30分の加熱によっては中和活性は低下の傾
向を示したのに対し，HI活性とくにウマ血清のそれはむ
しろ増強する傾向が認められたTable　5　aおよび5b）．
　Neuraminidase処理に関してはウマ血清の中和活性は
いずれも1／4～1／8にまで失活したがウシ血清中のインヒ
ビターは失活せず（Table　5　a），一方HI活性はウマ，ウ
シ血清とも本処理により有意の活性低下を示さなかった・
　Trypsin（0．5傷）処理を行なうと検討したすべての血清
中の中和活性およびHI活性はともにほぼ完全に失活した
Table　5　a　五汐セ6’げ膿7ゼ。％∫カマヲα勿z67z診50πη8鷹rα♂一
　　　　　　ゴz勿gα漉η琵ガε5（ゾ’∫π痂う勿7ツ5ε2【α
50％　Plaque　reduction　titer
Treatment　of　serum　　　　　　　　　　　H－383＊　H－T65＊　B－N149＊＊
Contro1　　　　　　　80
Heated　at　56。C　30　rnin　　320
Heated　at　65℃30　min　　40
Control　　　　　　　　　　　　　　　320
Neuraminidase（1　U／mの　40
Control　　　　　　　　　　　　　　　　320
Trypsin（5　mg／mの　　　く20
160
640
〈20
320
　80
640
＜20
1600
1600
400
1600
1600
1600
＜20
＊　H－T7，　HH－N11，　H－N27，　and　H－382　showed
　　similar　characteristics．
＊＊　B－N255　showed　similar　characteristics，
（Table　5　aおよび5b）．
　以上の結果を同様の処理を行なった際の既知のHAイ
ンヒビターの態度と比較すると，その性状の詳細な比較は
考察において述べるが，ウシ．血清中のインヒビターはβイ
ンヒビター，ウマ血清中のそれはほぼγインヒビターの性
状に類似すると考えられた．
　ただし，ウマ血清のうちH－T65血清の活性が0．01M
NalO4に対し，ウシ血清同様に抵抗性を示したことが注
目された，
　3・2・2　ゲル濾過および薫糖密度勾配遠心法による
　　　　インヒビターの分画
　次に，インヒビター活性物質のおおよそのInolecular
sizeに関する知見を得るために活性を有するウマ血清2例
とウシ血清1例について，Sephadex　G－200によるゲル濾
過および蘇糖密度勾配遠心法による検討を行なった・
　ウマ血清（H－383，およびH－T65）をゲル濾過し各分画
のインヒビター活性を測定すると，Fig．！のH－T65の例
に見るごとく，HI活性，中和活性は共に最：初のmacro－
910bulinピークにのみ認められ，他の7Sおよび4．5　Sピ
ークには認められなかった．H－383血清中のインヒビター
の溶出パターンも全く同様であった．ウシ血清B－N149
のゲル濾過によってもほぼ同様の結果が得られ，HIおよ
　　：H－T65
　32’i　　r’i
μ正1　　1’’　’”：
ゆ　　　　コ　　　　　　　　　　コ
レ　　　　コ　　　　　　　　　　　　　
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身
　　　　　Se即皿H．工．ti七er　1：160
　　　　　Serum　N．T．tiヒer　　工＝160
’1　　　　　・ 5
自
・3
2
1
Table　5　b　恥‘孟げηαチ勿％∫彦2m伽θ漉50ηH・五
　　　　　　α‘’加漉θ∫（1ブ勿痂うガ孟07：y∫ωu
H．1．　titer
Treatment　of　serum　　　　　　　　　　　H－383＊　H－T65＊　B－N149＊＊
　　　70　　　80　　　90　　　100　　　工n　　　即
　　　　　　　　Fr己Cヒion　number，B－Nlら9
　E’：　　1…：　　　　脚㎜H．Ltit。。エ、160
碧8i　「1：・一・i　　跡N・T・七’厩’3’600
同41　　・1　　＝7
冥　i＿．＿1．層．＿．．L＿＿一一一一一一一一＿．．．＿一一．一．．．一．一．
Control
Heated　at　56℃30　min
Heated　at　65。C　30　miエ1
Control
Neuraminidase（1　U／mの
CQntrol
Trypsin（5　mg／mの
160
20
640
320
60
320
〈20
160
320
640
320
320
320
＜20
160
！60
　80
160
160
160
＜20
H208
超x）
皇
　1
　巨
　§
　帽
3倉　署
，異
1
＊　H－T7，　H－N11，　H－27，　and　H－382　showed　similar
　　charaCteriStiCs．
＊＊　B－N255　showed　similar　characteristics、
　　　　ス〕　　　＆〕　　　90　　100　　　no　　m
　　　　　　　　　F士action　number
Fig．1　Gel丘ltration　of　inhibitory　equine　and　bovine
　　　　sera．
Acolumn　1．5　cm　in　diameter　and　80　cm　in　length　was
employed　and　eluate　was　collected　in　l　m♂volumes，
H．1．titer：Hemagglutination　inhibition　titer．
N．T．　titer＝50％plaque　reduction　titer．
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　　　　5101520　5101520　5101520　　　　　　　　　　　　　　　　　Fraction　Ilumber
　　Fig。2　Sucrose　density　gradient　centr三fugation　of　inhibitory　sera，
Centrifugation　was　carried　out　in　a　5　m♂linear　density　gradient　of　sucrose
（8－40％w／v）in　the　Hitachi　RPS　40　rotor　at　4℃for　17　hr　at　100，000×＆
Fractions　were　colle．cted　in　O．25　m♂volumes．
H．1．titer：Hemagglutination　iロhibition　titer．
N，T．　titer：50％plaque　reduction　titer．
び中和の両活性は共にmacro910bulin分画に溶出された
が，中和活性に比しHI活性のピークがやや立ち遅れる傾
向があるように思われた．また，ウシ血清ゲル濾過後の中
和活性の回収はHI活性の回収に比し非常に悪いことが注
目された．
　次に上記3血清を蘇糖密度勾配遠心法により分画した結
果をFig．2に示した．この際，同時に7sおよび1g　sの
referenceとしてポリオウイルス免疫早期および後期ウサ
ギ血清を分画し22，26，27）活性の測定を行ない26），その位置
を図中矢印で示した・両ウマ血清では中和およびHI活性
のピークは蘇糖濃度32％前後19S付近に位置したが活性
はその前後かなり広範囲に分散する傾向が認められた．こ
れに対して，ウシ血清B－N！49の活性は糖度27傷前後，
7Sおよび19Sの中間にそのピークを有していたが前者
同様前後の分画に分散する傾向が認められた．
　3・2・3血清インヒビターの硫安塩析およびDEAE－
　　　　cellulose　column　chromatographyによる
　　　　分画
　次に硫安塩析およびイオン交換クロマトグラフィーにお
いてこれらのインヒビターがいずれの分画に含まれるかを
知り，かつ活性因子の部分精製を行なう目的で同上の血清
3例についてインヒビター活性の分画を試みた．
　硫安塩析による各血清分画の中和活性をTable　6に示
した，ウマ血清では中和活性は主として硫安塩析のeuglo一
Table　6乃鷹彦∫oη（ゾ5θ㍑ノη加1蝶蝿τ5の
αノ2z況。加瑚護∫㍑加ψθμθoψ勿勿η
serum　fraction・翻路8拾野器
H－383
　Alb．umin　fr．＊
　Pseudoglobulin　fr．＊＊
　Euglobulin　fr．＊＊＊
　Original　serum
H－T65
　Albumin　fr．
　Pseudoglobulin　fr，
　Euglobulin　fr．
　Original　seru皿
B－N149
　Albumin　fr．
　Pseudoglobul玉n　fr．
　Euglobulin　fr．
　O iginal　serum
2，2
0、5
0．7
5．8
2．6
0．1
2．7
6．8
2．1
0．6
1．6
7．8
5
19
11
80
　3
22
64
160
＜1
＜1
　3
1600
11
80
84
160
　7
　2
38
160
〈2
＜2
11
128
　＊　Fraction　not　precipitated　at　50％　saturation
　　with　ammonium　sulfate．
＊＊@Fraction　which　was　precipitated　at　50％but
　　not　at　33％saturation　with　ammonium　sulfate．
＊＊＊@Fraction　precipitated　at　33％saturatiQn　with
　　ammonium　sulfate．
Protein　c．oncentratiQns　and　inhibitor　activitie．s　were
expressed　as　those　obtained　when　each　fraction　was
redissolved　in　the　origiHal　serum　volu血e　of　diluent．
240． 秋　葉　澄　伯 札幌医誌
bulinおよびpseudoglobulin分画に存在したが，　HI活
性はH－T65の場合ほぼeug1．obuli．n分画に限局していた．
　　ウシ血清中の中和活性は塩析によりほとんど失活し，そ
の回収率はきわめて低く1傷に満たないが，残存活性は
euglobuli．n分画にのみ認められた．　H工活性の回収は中和
活性に比べやや良好でほぼ10彪が同様にeu．910bulin分
画にのみ回収された．
　次に塩析により得られ．た主たる活．性分画（H－383の
pseudo910bulin，　H－T65およびB－N149のeu．91Qbulin
分画）をDEAE－cellulose　cQlumnにのせ10　mM　phos－
phate　bu鉦er（PB　pH　7，5）で，ついでNaC1．の濃度を
stepwiseに変えて．溶出．させ，活性の測定を行なった，1例
　O．5
層
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田
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’閉0・2
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思
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Fig．3　Chromatography　of　inhibitQry　equine　serum　H－T650n　DEAE－cellulose　columh．
　　　Acolumn　2．5　c血in　diameter　and　20　cm　in　length　was　employed　for　separation　and
　　　eluate　was　collected　in　2．O　m♂volumes．
Table　7C伽αc彦6擁3彦ガ05（ゾ367一％”τ乃z励卿7雪
H
卵
。山
Virus　type　inhibited
Neutraliza．tion　of
　　infectivity
Kind　of　inhibitor
activity　examined
　InactiVatiOn　by
　Pe．riodate（0．02　M）
　Neuraminidase
　Heat（56。．C　30　min）
　Trypsin
Fractionation　by
　Sephadex　G－200
　Ultrac．entrifugation
　Amtnoniu血sulfate
　fractionation
　Electrophoresis
Distribution
αinhibitor　βinhibitQr　γinhibitor
AO，　A1，　A2，　B　AO，　A1
　　　　　　　　　　　　　　　十
A2
十
H．1．
十
十
＿＊＊
十
H．工．
十
十
日頃1．
十
＿＊
＿＊＊
十
　1st　pe．ak　　　lst　peak　　　lst　peak
　　　18S　　　　12S　　　　18　S
all　fr ction．s　euglobulin　all　frac．tioh．s
αglobulin　α2一γ910bul．in　　αglobulin
sera　of
m・s！
specles
bovine．
mouserabbit
horse
gulnea　p19rabbit
SIW．ne
bovine－BN149equi．ne－H383
H．K．
十
H．K． H，K．
十
H．K．
H．1．
＿＊
十
1 peak
　　12S？＊＊＊
euglobul n
α一β
　　globulin
N．T．
十
十
H．1．
十
＿＊
　＊＊
十
　1st　peak　　　lst　peak
　　12S？＊＊＊　　18－19S
euglobulin　all　fractiohs
α一ﾀ　　　　α一β
　　globulin　　　globulin
N．T．
十
十
十
1st　peak
　　1849S
all　fract．iorls
α一β
　　910bulin
H，1．＝Hemagglutination　inhibition　activity　N．　T，：Neutralizing　activity　H，　K．：Hong　Kong　in且uenza
VIrUS．
＊　一　Qr　slightly　decreased　　＊＊activity　rather　increased　　＊＊＊Shortridge　and　Landsel119．）reported　that
bov三ne　sera　con亡ained　12　S　量nh三b毫．亡Gr　of　hemagglu匠na亡三〇n　of正1．　Kl＝iロ且uenza　virus．
Experimental　data　onα，βandγinhibitors　shown　in　this　table　are　cited　fエom　Calio28）．，　CQhen認α乙21），
K：rikszens29），　Konno3Q），　alld　Pepper31）3　reproducibility　of　the　data　on　the　s．ensitivity　to　periodate，
neuraminida．se，　heat　and　t．rypsin　was　also　d．emQns．trated　in　the　present　study　using　heated（56。C　30　min）
BITokyo／7／66，　AIFM／1／47（HlN1）and　AIAdachi／2／57（H2N2）for　detectingα（human　serum），β（bovine
serum）andγ（equine　seru皿）inhibitors，　respectively．
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としてH－T65についての結果をFig．3に示したが，イ
ソヒビビター活性（図には中和活性のみ示したがH工活性
も同様）は0．2MNaCl加PB分画にのみ溶出された，他
の2血清についても同様に中和活性およびH工活性は主と
して0．2MNaCl加PBで溶出されたがH－383血清では
0．1MNaC1加PB分画にもほぼ同程度の活性が認められ
た．これらの0，2MNaCl加PB分画は免疫電気泳動法
による検討でα一βの移動度を有するα2Mを含む7～8種
の蛋白を含んでいた．
　以上の成績をまとめ，従来より知られているインフルエ
ンザウイルス・HAインヒビターの性状と共にTable　7に
示した．
3・3　ウマおよびウシ血清インヒビターの反応特異性に
　　関する検討
　3・3・1　血清インヒビターに対する抵抗性変異株の作成
　　　　とインヒビターの反応特異性
　上述の塩析ならびにDEAE－cellulose　chromatography
により部分精製したインヒビター活性分画を用いて各々の
インヒビターに抵抗性の変異ウイルス（A／愛知／2／68）株を
作成した．すなわち，インヒビターとしてはH－383の
pseudoglobulin，　H－T65およびB－N149のeuglobulin
分画をDEAE－cellulose　column　chromatographyを行
ない0．2MNaC1加PBで溶出された分画を用いた，これ
ら部分精製した両ウマ血清由来インヒビター（中和価は共
に160倍，希釈せずに使用した）存在下で愛知株（愛知
CK14）を継代すると，　H－383血清由来インヒビター存在下
での継代では第1代目はCPEの出現が不明瞭であったが，
2代目以降は明瞭となり，感染2日後にはCPEが細胞層
全面に広がり4日後には細胞が完全に脱落した．4代目頃
からインヒビターの有無によりCPEの出現がさほど影響
を受けなくなったので，継代の際の使用ウイルス液を10『2
～10－3程度希釈し，さらに3代継代の後，クローニングを
行ない，インヒビター非存在下，1μg／mZ　acetyl　trypsin
存在下で2～3代継代して抵抗株を作成した．H－T65血清
由来インヒビター存在下での継代の場合は初代よりCPE
の出現は良好で継代5代目のウイルス液が既にインヒビタ
ー抵抗性を示したのでクローニングを行ない，同様に抵抗
株を作成した．B－N149血清由来の部分精製インヒヒビタ
ーに対する抵抗性変異株についても同様，インヒビターに
活性分画（中和価16倍）の存在下での5代の継代とクロー
ニングにより抵抗株が得られた・
　抵抗株の作成と平行してインヒビターの非存在下でウイ
ルスの継代実験を行ない，対照ウイルス株を作成した．対
照ウイルス株（愛知一CK29）のブラックサイズ，インヒビ
ター感受性，抗血清感受性は原株（愛知CK14）とほとんど
変わらなかった．
　得られたインヒビター抵抗株の性状をTable　8に示し
た．部分精製インヒビターと各抵抗株との交差中和試験の
結果を見ると，両ウマ血清インヒビター抵抗株はウシ血清
インヒビターに感受性であり，一方，ウシ血清インヒビタ
ー抵抗株は両ウマ血清インヒビターに感受性であった・と
ころで，2つのウマ血清インヒビター抵抗株は各々の作成
に用いた血清インヒビターに抵抗性を示したのは当然とし
て，他方のウマ血清インヒビターに対しても同時に抵抗性
を示した．この結果は，両ウマ血清分画中のインヒビター
の中和反応における特異性が等しいことを示唆している・
　次に原血清による中和試験の結果を見ると，ウマ血清イ
ンヒビター抵抗株はH－383血清には抵抗性を獲得してお
り，抵抗株作成に用いた部分精製インヒビターがH－383
血清中に含まれるインヒビター活性の主たる成分であるこ
Table　8　1＞z乃の彦07－58η5彦ガ”彦85げ勿1渤が置。アηρ65ゴ5’α雇5彦プα腕5
Aichi　strain　selected　under　the　pressure　of
Aichi－CK2gH－383
inhibitor　fr．
H－T65
inhibitor　fr．
B－N149
inhibitor　fr．
Inhibitor　fraction＊
　H－383inhibitor　fr．
　H－T65　inhibitor　fr．
　B－N149　inhibitor　fr．
N．T．
160
160
　16
H，1．
32
32
16
N．T，
＜2
＜2
　16
H．1．
〈2
＜2
ユ6
N，T．
＜2
＜2
　ユ6
H．1．
＜2
〈2
　8
N．T．
160
160
〈1
H．1．
　16
　16
＜2
Original　serum
　H－383
　H－T65
　B－N149
160
320
1600
80
80
160
〈20
！60
1600
＜10
　40
160
〈20
160
！600
〈10
　40
160
160
320
160
　80
　80
＜20
N．T．；50％plaque　reduction　titer．　H．1．；Hemagglutination　inllibition　titer．
＊Protein　fraction　eluted　with　O2　M　sodium　chloride　in　bu長er　from　DEAE－cellulose　column　to
　which　H－383　pseudoglobulin，　H－T65　euglobulin，　or　B－N149　euglobulin　was　applied．
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とが分る．そこでこの特異性を持つインヒビターを以後
H－383インヒビターと名付け，また，これに抵抗性を獲得
した変異ウイルスを愛知一H－383株と呼ぶことにする．一
方，ウシ血清インヒビター抵抗株もB－N149血清に対する
感受性が著明に低下していた．そこでこのB－N149血清中
のインヒビター活性の主要成分と考えられるインヒビター
をB－N149インヒビターと呼び，また，これに抵抗性を示
す変異株を愛知一BN149株と名づけた，
　ところで，Table　8に見るごとくウマ血清インヒビター
抵抗株はいずれもH－T65原血清に対して対照ウイルス株
（愛知一CK2g）とほぼ等しい感受性を有していた．従って，
H－T65血清中の主たるインヒビター活性は両ウマ血清イ
ンヒビター抵抗株の作成に用いられたDEAE－cellulose
chromatography分画，ひいては硫安分画中の活性物質
とは反応特異性が異ると考えられる．Table　9に示すごと
くH－T65血清より硫安塩析により得られた分画に対して
は愛知一H383株はほぼ完全に抵抗性となっており，抵抗
株作成に用いられたH－383血清およびH－T65血清由来
の部分精製インヒビターの特異性はすでに硫安塩析分画の
段階で等しくなっていたことが分る．次に愛知一H383株
の他のウマ血清に対する感受性を検討した結果H－N27に
対しては抵抗性を獲得していたが，それ以外の31血清（H－
T7，　H－N11，　H－382）には対照株とほぼ等しい感受性を示
した．しかし，これらの血清の硫安分画に対してはTable　9
におけるH－T65と同様にほぼ完全な抵抗性を示した．以
上の結果から，ウマ血清については検討したすべての血清
がH－383インヒビターを含むが，一部の血清（H－T7，　H－
T65，　H－N11，　H－382）には硫安塩析で失われるこれ以外の
インヒビターが含まれることが判明した．
　部分精製インヒビターおよび原血清と各抵抗株との交差
HI試験の成績（Table　8）も上述の中和試験の結果とほぼ
同様で，HI反応においてもH－383インヒビターとB－N149
インヒビターの特異性が互いに異ることが確認された．
　H－383インヒビターを主として含むと考えられるH－
383，H－N27両血清の活性が前述のごとく0．01　M　Nalq
処理で失われることから，H－T65などの血清中に含まれ
るH－383インヒビターも同処理で除きうると老え，H－
T65，　H－382の2血清を0．01　M　NaIO4で処理した．
Table　10はその特異性を検討した結果を示している．愛
知一BN149株はNaIO4処理を行なった2血清のいずれと
も明らかな反応を呈さず，このことから処理血清の反応特
異性はB－N149インヒビターと類似または同一であること
が推測された，
Table　1056π5露加吻qプカz痂ゐゴψoゾ1郡ガ5‘απ‘5〃加ノ～∫
α9α腕∫ψ加痂勧02写〃z〈葱∫04一か℃α護84β9翻zo
αη4み0η加β561η
　　　　NalO4Serum　　　　treatment
50％　plaque　reduction　titer
　　　obtained　with　the　strain
Aichi－Aichi－Aichi－Aichi－
CK2g　H383　BN149　H382N
H－383
H－T65
H－382
B－N149
十
十
十
160　　　　〈20　　　　　160　　　　　160
〈20　　　n．t、　　　n．　t．　　　n。　t．
320　　　　160　　　　320　　　　320
320　　　160　　　く20　　　〈20
160　　　　160　　　　　40　　　　　20
160　　　160　　　＜20　　　〈20
1600　　　　1600　　　　　160　　　　　40
Table　9　3θπ5漉τ勿（ゾノ1ガ6屠一H383α8’α加5彦が痂魏一
　　　　　’o門yα‘蜘煽げα祝’ηoη歪麗〃z∫μ物彦6プ伽。一
　　　　　孟ゴ。η∫（～プ69㍑碗85θ1π
50％plaque　reduction　titer
Aichi－CK2g　　Aichi－H383＊
H－383
　Albumin　fr．
　Pseudoglobulin　fr．
　Euglobulin　fr．
H－T65
　Albumin　fr．
　Pseudoglobulin　fr，
　Euglobulin　fr．
5
19
11
3
22
64
〈1
＜1
＜1
＜1
＜1
＜1
＊Amutant　Aichi　strain　resistant　to　H－383　in－
　hibitor．
　そこで次に上記NalO4処理血清に対する抵抗株の作成
を試みた結果，H－T65処理血清の存在下では7代目まで
の継代により抵抗株を得ることがでぎなかったが，H－382
処理血清に対しては継代は容易にすすみ，抵抗株を得るこ
とができた，このようにして作成したH－382処理血清（以
後H－382Nと省略）に対する抵抗株（愛知一H382N）は，
Table　10帳面に示したごとく，愛知一BN149株同様のイ
ンヒビター反応性を呈することが示された．以上の結果か
らウマ血清中にはウシ血清中のB－N149インヒビターと同
一の特異性を有するH－382Nインヒビターが存在するこ
とが明らかになった．
　3・3・2　インヒビター重複抵抗株の作成と新たな
　　　　インヒビターの検索
　以上の研究から，ウシ血清中にはB－N149インヒビター，
ウマ血清中にはH－383インヒビターおよびB－N149イン
ヒビターと同一の特異性を有するH－382Nインヒビター
の存在が確認された．そこで次にこれらのインヒビターと
異る新たなインヒビターの存在の可能性を検討するため
に，愛知一BN149より出発し，　B－N149，　H－383両インヒ
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ビターに同時抵抗性のウイルス（愛知一H383－BN149）を
作成し，これを用いて，再び多数例のウマおよびウシ血清
についてスクリーニングを行なった．
　ウマ血清（20倍希釈）208例，ウシ血清（40倍希釈）101
例についてスクリーニングを行なった結果，90％のブラッ
ク阻止能を有する1例のウシ血清が沿い出された，対照株
（愛知一CK29）と愛知一H383－BN149株を用いて本血清の
50％ブラック減少価を測定したところ，前者に対し320
倍，後者に対し80倍の値を示した．すなわち，この実験
からはウマ，ウシ血清中にH－383インヒビター，B－N149
インヒビターと特異性の全く異るインヒビターのみを高力
価に含有する血清を検出することはできなかったが，ウシ
血清中には上記の両インヒビターと異る第3のインヒビタ
ーの存在する可能性が示唆された．
3・4　その他の動物血清中のインヒビター特異性の検討
　各種動物血清は香港ウイルスに対するインヒビター活性
を有することが知られている・そこで著者は上記の2種目
インヒビター抵抗株（愛知一H383と愛知一BN149）および
その重複抵抗株を用いて，各種の動物血掌中に存在するイ
ンヒビターの異同を検討すると共に，新たな特異性を有す
るインヒビターの検出を試みた，Table　11はその成績で
ある．
　モルモッ1・血清中のインヒビターは愛知一H383株を全
く中和しないが，愛知一BN149株に対して対照株に対する
と同様強い中和能を有することから，本インヒビターは
Table　ll　R8αc孟加勿（ゾ』uα2・ガ。銘5α細π諺5θ7πτθ励
　　　　　　読8腕7rθ6加ん必諺0アー7－85ガ5オαπオ5彦7U加5
50％　plaque　reduction　titer
　　　　　obtained　with　the　strain
Aichi－Aichi－Aichi－　Aichi－H383－
CK：2g　H383　BN149　　　BN149
Guinea　pig1）
Mouse2）
Swine3）
Rabbit4）
Human5）
2000
160
！280
320
　80
〈20
160
320
320
　80
2000
　20
320
320
160
〈20
　20
320
320
　80
H－383インヒビターと同様の特異性を有すると思われる・
　マウス血清インヒビターに対する感受性は，愛知一BN149
株ではかなり低下しているのに対し愛知一H383株では対
照株と変わらないことから，マウスインヒビターはB－N149
インヒビターと類似の特異性を有することが推測される．
　一方，ウサギ1血清中のインヒビターに対する感受性は愛
知一H383株，愛知一BN149株ともに対照株と変わらず，
さらに愛知一H383－BN149株に対する感受性も対照株と変
わらないことから，目弾清中の主なインヒビターは上述の
2種のインヒビターのいずれとも異る新たな特異性を持っ
たインヒビターと考えられる．同様の理由からヒト血清中
にも新たなインヒビターの存在が示唆された．
　これに対し，ブタ血清は愛知一H383－BN149株をある程
度中和し，そのインヒビターは既に見出されたインヒビタ
ーと新たなインヒビターの混合と考えられるが詳細は明ら
かでない．
3・5インヒビターと特異抗体との関係
　血清インヒビターは一般にnonspeci丘。　inhibitorとも
言われる通り，従来インフルエンザウイルスに対する特異
抗体（speci丘。　antibody）とは物質的にも反応特異性の面
も異ると考えられてきたが，ここでは両者の特異性の異
同について再検討を行なった．Table　12は愛知株に対す
るhyperimmune　rabbit　serum（HIR－2）およびearly
immune　rabbit　serum（EIR－6，　EIR－8）と対照株（愛知
一CK2g）および2種のインヒビター抵抗株との反応性を比
較したものである．
　いずれの抗血清も愛知一H383株に対しては対照株とほ
ぼ同じ中和価を示しており，EIR－8のように愛知一H383
株に対する中和価が対照株に対する中和価よりわずかでは
あるが高いものもある．他方，愛知一BN149株に対してい
ずれの抗血清の中和価も対照株に対する中和価より低い傾
向を有し，特にHIR－2およびEIR－6では有意に低い値を
示した．この事実はB－N149インヒビターと特異抗体の
Table　12撫婚u砒勿9∫舵7一（ゾ君ガ‘配5々厩ηαη彦ガ5β名α
α9α加5彦漉8加判∂加7－7－85ガ5≠αηぬ4ガ。んお’π海η3
工）　Three　other　guinea　pig　sera　showed　similar
　　characteristics，
2）Sera　from　twenty　mice　were　pooled　and　used
　　for　titration，
3）Two　other　swine　sera　showed　similar　charac－
　　ter三stiCS．
4）Four　other　rabbit　sera　showed　similar　charac－
　　terlstlcs，
5）Two　other　human　sera　showed　similar　charac－
　　teristics．　All　human　sera　wrr侍collected　in
　　1967．
　　Guinea　pig　and　human　sera　were　used　for
　　titration　after　heating　at　560C　for　30　min．
N．T．　titer　obtained　with　the　strainAntisera
　　　　　Aichi－CK2g　Aichi－H383　Aichi－BN149
H工R－2
EIR－6
EIR－8
16000
　800
3200
24000
　800
6400
4000
200
2400
N．T．　titer：50％plaque　reduction　tlter．
HIR：Hyper mmune　rabbit　serum　raised　against
　　　AIAichi／2／68　E．　MDCKtlo　E3．
EIR＝Early　immune　rabbit　serum　raised　against
　 　AIAichi／2／68　E．　MDCKtlo　E3　MDCK14E1．
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反応性との間の何らかの関連性の存在を示唆するものと考
えられる．そこでこの点をさらに解明するために，EIR－6，
EIR－8両血清の存在下で愛知株を継代し，その結果得ら
れたウイルスの抗体感受性およびインヒビター感受性を検
討した．この際継代に用いたウサギ免疫血清中に含まれる
血清インヒビターの存在が問題になるが，材料と方法に述
べたごとく，同一団体の免疫前血清のNalO4処理の結果
に基づいて免疫血清のNalO4処理濃度を決定し，さらに
充分に希釈（EIR－6では最も濃い濃度で15倍希釈，　EIR－8
では80倍希釈）を行ない残存インヒビター活性をdilute
outした状態で使用した．
　結果はTable　13に示したごとくEIR－6の存在下で
9代継代して得られた愛知一EIR6g株はEIR－6に対して
部分的ではあるが抵抗性となっており，同時にEIR－8に
対しても若干抵抗性を獲得している．また，同株のH－383
インヒビターに対する感受性は変わらないが，B－N149イ
ンヒビターに対する感受性は著減している．これに対して
EIR－8を用いた継代は難しく，　EIR－8の存在下で19代継
代した愛知一EIR81g株はEIR－8に対して一見全く抵抗性
となっていない．しかし，同株もEIR－6に対しては若干
抵抗性となっており，またH－383インヒビターに対する
感受性は変わらないもののB－N149インヒビターに対し
ては有意に抵抗性となっている．
Table　14
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・4み50ψ診ガ。ηげ8αノー4yガ〃〃ノzz〃z8プα品鉱5θ1πηL
（EIR－6）zα醜4αgα加∫彦01一恕〃zα♂∫ヵ厩π巳師〃L
〆4友ヲz∫一13N149
Fractions
tested
Absorption　experiment
　　　　with　Aichi－BN149
－．`驚hi－　Aich玉　Aiδ廠二一
　CK：2g　　H383　　BN149
Control
experlment
Aichi－CK29
Fr．1
　　2
　　3
　　4
　　5
　　6
　　7
　　8
　　9
　10
＜2
＜2
　8
　2
＜2
＜2
＜2
＜2
＜2
＜2
〈2
＜2
　8
　2
＜2
〈2
〈2
＜2
〈2
〈2
＜2
〈2
＜2
く2
＜2
く2
＜2
＜2
＜2
〈2
＜4
32
128
32
32
　8
〈4
〈4
＜4
〈4
Table　13　Cんαrα6’81僧詑α診ガ。／z　6ゾノ1ピ。ん∫一EIR6gαノz4
　　　　　　ん面一EIR819
Fractions（0．5　mのwere　obtained　from　the　above
with　a　capillary　pipette．
Infectivity　of　all　fractions　1－10　was　less　than　10
PFU／o．2　m♂．
Numerals　shQw　50％plaque　reduction　titer　ob－
tained　with　the　indicated　strains．
Asimllar　absorption　experiment　using　Pre－im－
mune　serum　of　the　same　rabbit　revealed　no
residual　activity　against　Aichi－CK2g．
Table　15A650厚）オめηげ1りや8擁’π〃㍑〃z87ρα勧μ5ω紳μ，｝z
（HIR－2）7・α‘5αゼαgα加5彦。厚g加α15，，u加τ碗オ1L
窺而一BN149
SerumN．T．　titer　obtained　with　the　strain
Aichi－CK2g　Aichi－EIR6g　Aichi－EIR81g
EIR－6
EIR－8
H－383
B－N149
inhibitor　fr，＊
800
3200
160
16
100
1600
160
1
400
3200
！60
Fractions
tested
Absorption　experiment
　　　　with　Aichi－BN149
Aichi－　Aichi－　Aichi－
CK2g　　H383　　BN149
Control
experlment
Aichi－CK2g
4
Fr．1
　　2
　　3
　　4
EIR＝Early　immune　rabbit　serum．
＊Protein　fraction　eluted　with　O．2　M　sodium
chloride　in　buffer　from　DEAE－cellulose　column
to　which　B－N149　euglobulin　was　applied，
　以上の結果から，B－N149インヒビターと特異抗体との
関連がさらに強く示唆されたので，次にこの点を確認する
ために愛知一BN149株を用いて抗血清の吸収試験を行なっ
た．Table　14，15は得られた結果を対照実験（愛知一BN149
株に代えてPBSと抗血清を混合し，同様の処理をした）の
結果と共に示したものであるがEIR－6，　HIR－2抗血清中
には愛知一BN149株では吸収し得ない特異抗体の存在す
ることが証明された．
5
6
7
8
9
10
　2
　4
＜2
＜2
＜2
＜2
＜2
く2
く2
く2
　2
　4
〈2
〈2
〈2
＜2
＜2
＜2
く2
く2
〈2
く2
〈2
＜2
＜2
＜2
〈2
〈2
く2
＜2
　80
　80
　40
　10
＜10
＜10
〈10
〈10
＜10
＜10
Fractions（0．51nのwere　Qbtained　from　the　above
with　a　capillary　pipette．
Infectivity　of　all　fractions　1－10　was　less　than　10
PFU／0．2　m乙
Numerals　show　50％plaque　reduction　titer　ob－
tained　with　the　indicated　strains．
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4　考　　察
4・1香港型インフルエンザウイルスに対するウマおよび
　　ウシ血清インヒビターの性状
　種々の動物の血清その他の体液中にはインフルエンザ
ウイルスのHemagglutination（HA）を阻止あるいはin－
fectivityを不活化する物質が存在しており，インヒビター
と呼ばれている．慣例的にこれらのインヒビターはその物
理化学的ならびに生物学的性状から従来，α，18，1’の3種
に分類されてきた．すなわち，Francis2）によって発見さ
れたαインヒビターは血清のほか動物の各種体液に含ま
れ，A型のすべての亜型およびB型ウィルスのHA活性
を阻害する6・7）．本インヒビターは，ウイルスのneurami－
nidaseに感受性のシアル酸を含む糖蛋白であってTable　7
に示したごとくウィルスHI活性を有するが，ウィルス中
和活性を欠如するとされており，従って中和反応によりイ
ンヒビターのスクリーニングを行ない，中和能を有するイ
ンヒビターを扱った今回の研究においては一応その対象外
と考えられる・
　βインヒビターは主にウシ，マウスなどの血清中に含ま
れ，HI活性とともに中和活性を合わせ持つ易熱性の蛋白
でAO型およびA1型ウィルスとは反応するがA2型すな
わちアジア型ウイルスとはほとんど反応しないとされてい
る5～7）．その本態についてはα2Mであるとするもの32），あ
るいは免疫グロブリンとの関連を示唆するものなどがあ
り33・34＞，いまだ意見の一致を見ていない．
　γインヒビターはβインヒビターとは反対にアジア型ウ
ィルスと非常に強く反応するという特徴を有する5～7）．こ
れもH工活性に加えて中和活性を有し，αインヒビターに
比し，neuraminidaseにより抵抗性の糖蛋白である・そ
の活性はα2Mグロブリンに基づくとする報告が多い31・35）
HI活性を指標に種々の方法で本インヒビターの精製を試
みた多数の報告によるとそのmolecular　sizeは4S－18Sの
広範囲にわたっているが35～37），この低分子のHI活性物質
は18S分子のbreakdown　productと考えられている35）・
　これらのアジア型以前の亜型ウイルスに関する研究をこ比
して1968～77年の10年間，pandemicの起因ウイルスと
なった香港型ウイルス（H3N2）に対する血清インヒビター
の研究は少ない．Coleman　and　Dowdle38）およびDe
Sousa　and　Ba139）は各種動物血清中のHI活性の物理化
学的処理に対する態度から，ウマおよびモルモット血清中
の香港型ウイルスに対するγ型インヒビター，ならびに
ウシ血清中のβ型インヒビターの存在を報告している．
Shortrldge　and　Landsel119）は蕪糖密度勾配遠心法によ
る検討の結果，ウマ血清中のインヒビターは18Sに大き
な・12Sに小さなHI活性のピークを示し，ウシ血清中の
それは12Sピークにのみ限局することを報告しており，ま
たモルモット血清に含まれる香港型ウイルス・インヒビタ
ーは喜田ら18＞によりゲル濾過でVQid　volume中に溶出さ
れる18．6Sの糖蛋白であることが報告されている．
　以上に述べたごとく血清インヒビターについては現在ま
でに多くの研究がなされているが，上記の香港型ウイル
ス・インヒビターの研究を含めて従来インヒビターの性状
は主としてH工活性を指標として研究されており，中和反
応を用いてその性状を詳細に検討した報告は少ない．その
最大の理由は多くのインフルエンザウイルスが培養細胞で
明瞭なCPEを示さず，従ってその増殖，感染価の測定な
らびに中和活性の測定がもっぱら発育鶏卵への接種によっ
て行なわれてきたことによると思われる．著者はこの点を
考慮し，今回の研究にTobita　8’α乙ユ4）によって開発され
たMDCK細胞を用いるウイルスの加τ伽η増殖，　plaque
assayを行なうと共にPlaque減少法による中和活性の測
定を行ない，中和活性を有する香港型ウイルス・インヒビ
ターの性状について検討し，同時に従来のHAインヒビ
ターとの比較検討を行なった．
　従来，終濃度1／120Mのperiodateに対する感受性が
βインヒビター（抵抗性）とその他のインヒビター（感受性）
の区別に用いられている6・19）．今回，香港型ウイルスに対
するウマ血清インヒビターについてこの点を検討したとこ
ろ，H工，中和活性ともにperiodate感受性を示したが，さ
らに細かく濃度を変えて検討した結果，0．01M（終濃度
0・005M）periodateに感受性であるもの（H－383など）と，
これに抵抗性であるもの（H－T65，H－382など）とがあっ
た・これはperiodateにより酸化される糖鎖の構造の違
いを反映しているとも考えられるが，このperiodate感
受性が後述するごとくインヒビター特異性と関連していた
ことは興味ある事実である．
　ウマ血清 加熱およびneuraminidase処理に際しては
中和およびHI活性の解離現象が観察された．すなわち
56。C　30分加熱によりウマ血清インヒビターの中和活性は
増強されるのに対しHI活性はほとんど変化せず，対して
65℃では中和活性はほぼ完全に失活するのに対し，HI活
性はむしろ増強する傾向を示した．Neuraminidase処理
に対しても中和活性は感受性，HI活性は抵抗性であった，
こ ような中和およびH工活性が解離する機序は現在のと
ころ不明であるが，インフルエンザウイルス抗体に関して
は抗体のウイルス中和活性の発現にはHI活性の発現に比
し，より強固な抗体一ウイルス間の結合が必要とされてい
る40）．インヒビターの場合も同様に考えると，加熱または
neuraminidase処理によるインヒビター分子の構造の変
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化の結果，インヒビターのウイルス結合力が変化し，その
結果，H工活性と中和活性の解離現象がみられるのかもし
れない．
　以上のperiodate処理，加熱処理，　neuraminidase処
理に対するウマ血清インヒビターの感受性をTable　7に
まとめてある従来の各インヒビターのそれと比較すると，
ウマ血清中の香港型ウイルスに対するインヒビターはαイ
ンヒビターとは中和活性を有する点，およびHI活性が
neuraminidase処理に抵抗性である点で異っており，βイ
ンヒビターとは耐熱性である点，中和およびH工活性とも
にperiodateに感受性である点で異っているが，γインヒ
ビターとはすべての点で一致している．
　次に硫安塩析によるウマ血清インヒビターの分画の結果
を見るとインヒビター活性は全分画に分散しているが，こ
れはCohenθ’αム21）がやはりウマ血清中のアジア型ウイ
ルス・HAインヒビターの分画を行なった結果とよく一致
している．彼らは高塩濃度の環境下でインヒビター分子が
種々の蛋白と非特異的に結合するためであろうと説明して
いる．ウマ血清由来のγインヒビターはアジア型ウイルス
とのHI反応を指標にして詳細に検討されており，その結
果本インヒビターはα2Mグロブリンで，血清中では12S
インヒビター分子とそのdimerである18S分子の形で存
在すると報告されている31）．18S，12S両活性の存在は香
港型ウイルスに対するウマ血清γ型インヒビターについて
も報告されている19＞．本研究におけるH－383およびH－
T65血清中の香港型ウイルス・インヒビターは，共にSe－
phadex　G－200によるゲル濾過，簾糖密度勾配遠心および
イオン交換クロマトグラフィー分画の免疫電気泳動の結果
から，α一βの移動度をもつmacroglobulinと考えられ，
やはりα2Mである可能性が強い．しかしながら颪糖密度
勾配遠心法による今回の検討では上述の報告と異り，12S
分画には明瞭なインヒビター活性は認められなかった．な
おウマ血清中にはH－383インヒビターの他にB－N149イ
ンヒビターと同様の特異性を有するインヒビターが存在す
るが，periodate処理H－T65血清の蘇糖密度勾配遠心を
行なった結果，非処理血清同様の活性の分布パターンが得
られたことから多分類似の蛋白に担われていることが推測
された．
　一方，ウシ血清についてはTable　7に示したごとく従
来よりPρriodateおよびneuraminidase抵抗性，易熱
性，trypsin感受性のAO，　A1型ウィルスに対するnlacro－
globulinインヒビターの存在が知られており，βインヒビ
ターと呼ばれているが，Shortridge　and　Landsel119）は
56。C　30分加熱に抵抗する点で従来のβインヒビターと異
る香港型ウイルスに対する新たなインヒビター（newβイ
ンヒビター）を見い出し，これが12Sの沈降定数を有する
ことを報告している．今回，著者が検討したウシ血清中の香
港型ウイルス・インヒビターは加熱抵抗性を示し，Sepha－
dex　G－200　columnによる分画でvoid　volumeに溶出
され，庶糖密度勾配遠心法により19S（ポリオウイルス
IgM抗体）と7S（ポリオウイルスIgG抗体）の中間の沈
降定数を示したことから，Shortridge　and　Landse1119）の
newβインヒビターに一致すると考えられる．
　ところでウシ血清インヒビターはその硫安塩析分画，ゲ
ル濾過による分画の過程で中和活性がHI活性に比し著し
く失活し，その傾向は硫安塩析で特に著明であった．中和
活性の発現にaccessory　factorが必要で，これが硫安塩析
により分離された可能性もあると考えられるが，硫安分画
の再構成によっても中和活性の回復は認められなかった．
　βインヒビターの本態については前述のごとく，免疫
グロブリンとの類似性も示唆されているが，Biddle　and
Shortridge32）はα，β，γの3種のインヒビター活性がい
ずれもα2Mグロブリンに担われている可能性を示唆して
いる．仮にこれが事実とすると，インヒビターについて得
られた上述の成績はα2Mグロブリンと称する一群の糖蛋
白の構造および生物学的活性の多様性ならびに動物種を超
えて存在する生物活性の類似性を示竣するものと考えら
れる．
4・2　インヒビターの反応特異性について
　Cohen　and　Biddle9）はウマ血清の存在下でアジア型イ
ンフルエンザウイルスを継代し，ウイルスがウマ血清イン
ヒビターに抵抗性となった後も，ヒトおよびウサギ血清中
のインヒビターに感受性を示したことを報告している．ま
たShimojo　86αム5）はウマ血清存在下で継代され，ウマ
血清インヒビターに抵抗性を獲得したアジア型ウイルスが
なおウマス血清インヒビターに感受性を示したことを報告
しており，Lieflo）はウマ血清インヒビター抵抗株が感受
性株に比べ，αインヒビターに対してより高い感受性を示
すことを見い出している．これらの報告は種々の動物由来
のインヒビターには反応特異性の異るものが存在すること
を示唆していると考えられる．しかしながら，現在にいた
るまでインフルエンザウイルスの分離は発育鶏卵への接種
によって行なわれており，ChoPPin　and　Tamm8）による
と発育鶏卵接種により得られたアジア型ウイルス分離株は
いずれもインヒビター感受性粒子および抵抗性粒子の種々
の程度のまじりであるといわれる，従ってインヒビターの
反応特異性の相違を確実に証明するにはブラック純化ウイ
ルスより出発して各種のインヒビターに対する抵抗性変異
株を作成し，これらのウイルスと各種インヒビターを用い
る交差中和（あるいはHI）試験により検討することが必要
49　（2）1980 香港型インフルエンザウイルス血清インヒビターの特異性 247
と考えられ，本研究はこのような考えに基づいて行なわれ
たものである．
　ウマおよびウシ血清中に香港型ウイルスに対するインヒ
ビター活性の存在することは既に報告されていたが，本研
究によりウマ血清中には互いに特異性の異る少くとも2種
類のインヒビター（H－383インヒビターおよびややperi－
Qdateに抵抗性のH－382Nインヒビター）の存在すること
が初めて明らかにされ，その一方はウシ血清インヒビター
の特異性と同様であることが判明した．
　その他の動物の血清インヒビターについても興味ある事
実が見い出された．従来のAOおよびA1型ウイルスと反
応するβインヒビターはウシ血清とともにマウス血清に
も強い活性の存在が報告されていた3），本研究では香港型
ウイルスに対しても両動物血清がインヒビター活性を有
し，かつ両インヒどターの中和反応での特異性が類似して
いることが示された．同様にアジア型ウイルスと反応する
γインヒビターがウマおよびモルモット血清中に高力価に
含まれることは良く知られていたが，本研究では，これら
動物血清が香港型ウイルスに対するインヒビターを含有
し，加えてウマ血清（H－383）由来のインヒビターはモル
モッ．ト血清由来のそれと同様の特異性を有することが明ら
かになった．
　さらに新たな特異性を持つインヒビターの検索方法とし
て既知のインヒビターに対する重複抵抗株の使用は有用と
考えられた．重複抵抗株（愛知一H383－BN149）を用いて
多数のウマおよびウシ1血清のスクリーニングを行なった結
果，ウシ血清中には特異性の異るさらに新たなインヒビタ
ーの存在する可能性が示された．また，同株を用いる各種
動物1血清のスクリーニングの結果からも，ウサギおよびヒ
ト血清が新たなインヒビターを含有することが示され，中
和反応に関与するインヒビターには互いに特異性の異る多
種類のものが存在することが推測された．これらの新たな
インヒビターについては今後同様に抵抗株を作成して検討
を行う予定である．
4・3　ウイルスの抗原性と血清インヒビター
　A型インフルエンザウイルスは抗原変異を起こし易い
ウイルスとして良く知られており，10数年に1度の周期で
その表面抗原の構造が突然大きく変化し，その度に世界的
大流行をひき起こしてきた．このような抗原変異をanti－
genic　shift41）と呼んでいるが，これが惹起される機序と
しては，人間一動物間での本ウイルスの伝播に基づき，動
物のウイルスと人間のウイルスとの自然界におけるge－
netic　recombinationの結果生ずるとする説が現在のと
ころ有力である41）．一方，インフルエンザウイルスは毎年
の流行株相互の間でも表面抗原の構造が少しずつ変化して
おり，前年度冬期に流行したウイルスを用いてワクチンを
作成しても，その年の流行を完全に予防できないというこ
とがしぼしぽ経験されている．この種の小さな抗原変異は
antigenic　driftと呼ばれており41），ウイルスが人間集団
内で伝播する間に宿主によって産生された抗体に暴露さ
れ，抗体に反応しにくいような突然変異株が選択されてい
く結果生ずるのであろうと考えられている41）．
　自然界における人間一動物間のインフルエンザウイルス
の伝播の可能性は，上述のantigenic　shiftの機序と関連
して多数の研究者により示唆されているが，異種動物への
感染伝播の過程における血清中のインヒビターによるウイ
ルス抗原性の変異についてはほとんど研究されていない．
またantigenic　driftの機序を説明する事実として抗体存
在下でのウイルスの継代により比較的容易に抗原変異の出
現することが知られているが42・43），正常動物血清中に存在
し一応物質的にも抗体と異るとされているインヒビター
が，その反応特異性の点で抗体と何らかの関連性を有する
か否かについても充分な検討はなされていない．
　Choppin　and　Tamm8）はインヒビター感受性株と抵抗
性株を用いて交差HI試験を行なった結果，両者の間には
抗原性に差が見られないと述べている．一方，Lieflo）は
交差CF試験で両老の抗原性に差のあることを見い出し，
また，Fridman11），　Fr6sner　und　Gerth12）根路銘ら13）の
行った交差吸収試験の結果も両者のHA抗原に特異性の
違いのあることを示唆している．
　本研究においてもインヒビター抵抗株の一つである愛知
一BN149株が原産抗血清に対して，対照株と比べ有意に低
い中和価を示し，また原株抗血清を愛知一BN149株で吸
収した結果，同株とは反応しないが対照株との反応性を有
する中和抗体が吸収されずに残存したこと，および免疫早
期血清EIR－6の存在下で継代し，これに部分的に抵抗性
となった愛知一E工R69株が，　B－N149インヒビターに抵抗
性となっていたことなどは，B－N149インヒビターと抗血
清中の特定の特異性を有する抗体の間の密接な関連性を示
す事実と考えられる・
　官報で，薯者は抗体と物質的に異ると考えられる血清イ
ンヒビターに3つ以上の異る特異性を有するものが存在し
うることを示し，また，一部のインヒビターとの反応性が
インフルエンザウイルスの抗原構造に影響を与えているこ
とを示した．今後さらに多様な反応特異性を持つインヒビ
ターを検出し，これに対して作成した抵抗性変異株と原町
との抗原性の比較検討を行なうことは，インフルエンザ
ウイルス 抗原構造の理解に役立つばかりでなく，その抗
原変異におけるインヒビターの役割を明らかにし，ひいて
は抗原変異の機序についての理解を深める上で非常に有益
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であると考えられる． 部は第27回日本ウイルス学会総会において発表した．
5結　　語
　多数のウマおよびウシ血清をMDCK細胞を用いるブ
ラック中和法によりスクリーニングし，香港型インフルエ
ンザウイルス（A／愛知／2／68）を不．活化する，いわゆるnon－
speci丘。　inhibitorを選出し，従来のAO，　A1，　A2型ウイ
ルスに対する3種のインヒビター（α，β，7）の物理化学的
性状と比較すると共に，選出されたインヒビター相互の反
応特異性の比較検討を行なった．さらにウマおよびウシ血
清インヒビターとその他の動物血清インヒビターの反応特
異性の異同および抗体の特異性との関係についても検討
し，以下の結果を得た．
　1）ウマ血清中の香港型ウイルスのインヒビターはその
物理化学的性状において従来の7インヒビターと，ウシ血
清インヒビターはShortridge　and　Landsellのnewβ
inhibitorと同様の性状を有していた・
　2）ブラック純化した愛知株を部分精製されたウマ，ウ
シ血清インヒビターの存在下で継代し，インヒビター抵抗
性変異ウィルス株をsdec亡ionし，これらの抵抗株とイン
ヒビターとの交差中和およびHI試験を行なった結果，ウ
マ血清中には特異性の異る2つ（H－383，H－382N＞のイン
ヒビターが存在し，その一方（H－382N）はウシ血清（B－
N149）インヒビターの特異性と同様であることが判明し
た，また，モルモット，マウス，ブタなどの血清中にはこ
れらと同様の特異性を有するインヒビターが存在し，一
方，ウサギ，ヒ】・血清中にはこれらと異る新しいインヒビ
ターの存在が示された．
　3）原信（A／愛知／2／68）抗血清とB－N149インヒビター
抵抗株との中和試験および前者の後者による吸収試験の成
績から，抗血清の中にはB－N149インヒビターと同様の反
応特異性を有する抗体が存在することが明らかとなった．
また，免疫早期血清EIR－6の存在下で継代し，これに部
分的に抵抗性となったウイルスが同時にB－N149インヒ
ビターにも抵抗性を獲得していた事実からも両者の密接な
関連性が確認された．
　以上から，物質的に特異抗体と異ると考えられているウ
マ，ウシ血清インヒビターの中に，互いに反応特異性の異
るものが存在しまたその一部は抗体の特異性と密接に関連
していることが明らかとなった．
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